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BACTERIES LACTIQUES TRANSFOE^EES POUR LEUR CONFERER UN 
METABOLISME RESPIRATOIRE, ET LEVAINS COMPRENANT LESDITES 
BACTERIES. 

La presente invention concerne 1' amelioration 
5 des propri6t§s de conservation et d' acidification des 
levains lactiques. 

— .. : '. Bag — « levain — lactique », on — designp toute 

preparation destinee a 1' ensemencement d' un milieu a 
fermenter, et comprenant au moins une souche de bacteries 
10 lactiques appartenant notamment a I'un des genres 
LactococcuSr Streptococcus,' Enterococcus , Leuconostoc, 
Lactobacillus ^ Propionibetcteria, ou Bifidobacteriar ou un 
melange de souches appartenant a un ou plusieurs de ces 
genres mentionnes ci-dessus. 
15 Les levains lactiques utilises notamment pour 

produire des aliments fermentes et des produits 
d' ensilage isont habituellement prepares en cultures par 
lots, et sont ensuite concentres et conditionnes pour une 
utilisation ulterieure afin d' inoculer differents 
• 20 produits alimentaires en vue de leur fermentation. L'une 
des preoccupations des producteurs de levains est 
d'obtenir une biomasse bact6rienne' importahte, et de 
maintenir une bonne viabilite des bacteries pendant le 
^.^^ stockage, afin que lors de 1' inoculation, la fermentation 

v-J 25 demarre rapidement et donne des produits alimentaires 
possedant des caracteristiques reproductibles : 

Or, de nombreuses causes de stress peuvent 
intervenir lors des differentes etapes de preparation des 
levains et alterer la survie des bacteries lactiques. En 
30 particulier, la viabilite bacterienne peut etre 
rapidement perdue si les cultures sont maintenues en 
phase stationnaire. L'une des causes en est 
1' accumulation dans le milieu de produits naturels du 
metabolisme bacterien, notamment des acides organiques 
35 comme I'acide lactique qui entralnent une diminution de 
pH prejudiciable k la croissance bacterienne: Une autre 
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cause de perte de viabilite pendant la preparation et le 
stockage est la presence d'oxygene, qui est. naturellement 
toxique pour les bacteries lactiques ; ces bacteries ont 
en effet en commun un metabolisme des hydrates de carbone 

-5 base sur la fermentation. BERGEY' S manuel, 9^"^« edition, 
- edite par HOLT et al. (1994) WILLIAMS et WILKINS Eds. ^ 

_ Pour — limiter — l-a — baisse — de — pH^ on — nti 1 i sft 

habituellement pour la production de levains de bacteries 
lactiques, des milieux de culture tamponn6s autour de 

10 pH 6 avec des cations associes A des carbonates, des 
hydroxydes, des phosphates ou des oxydes, Cependant, ces 
apports dans le milieu de culture peuvent entralner des 
problemes pour les productions ulterieures, par exemple 
en ' favorisant . le d^veloppement de phages, ou en 

15 augmentant la solubilite des caseines., 

Pour 6viter les effets toxiques de I'oxygSne/ 
la preparation et le stockage des levains soht 
habituellement effectues en ana^robiose ; par exemple, 
pendant la preparation des cultures de levains par lots, 

20 certaines etapes sont e.ffectuees sous azote, afin 
..d'eliminer les traces d'oxygene. Cependant, lors de 
1' utilisation des levains,. ceux-ci sont frequemment mis 
en presence de niveaux eleves d'oxygene. Par exemple, le 
lait qui est utilise pour la preparation des produits 

25 laitiers fermentes est fortement aere pendant les 
processus de transfert et done riche en oxygene. Ceci 
pourrait constituer une cause de ralentissement du 
redemarrage des levains . 

II a ete rapporte (A,K. SIJPESTEIJN, Antonxe 

30 von Leeuwenhoek 36 :335, 1970 ) que des Lactococcus et 
Leuconostoc cultives en presence d' heme et sous aeration 
produisent des cytochromes et possedent un metabolisme 
respiratoire . 

Des travaux plus recents [KANEKO et al. Appl. 

35 Environ. Microbiol., .56 :9, 2644-2649 (1990)], font §tat 
d'une amelioration de la proliferation d' une souche de 
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Lactococcus lactis diacetylactis, cultivee en presence 
d'hemine et/ou de Cu^*- Get effet n'esr pas attribue ^ 
1' apparition d' un metabolisme respiratoire, mais a 
1' activation . de la diacetyl-synthase par I'hemine et/ou 
5 le Cu^"^, ce qui orienterait pref erentiellement ' le 
metabolisme fermentaire vers la production de diacetyle, 

au detriment du lactate. ^ 

L' equipe des Inventeurs a recemment decouvert 
que dans le cadre de la preparation de levains lactiques, 

10 . 1' utilisation d' un compose' porphyrique associe a une 
culture en aerobiosfe permettait d' obtenir urie croissance 
bacterienne plus importante que celle obtenue lors des 
precedes classiques, et . qu' en ' outre, le pourcentage de 
bacteries viables dans la population bacterienne' et la 

15 duree de la survie etaient egalemeht beaucoup plus 
importants. Qui plus est; lorsque les levains dbtenus de 
la sorte sont utilises . pour inoculer un produit ^ 
fermenter, on observe un red^marrage tres rapide de la 
croissance et de la fermentation bacterienne, se 

20 traduisant par une acidification du produit beaucoup plus 
rapide que celle bbservee avec des levains classiques. 
Ces travaux sont decrits dans la bemande Internationale 
iPCT/IB 9901430, deposee le 26 juillet 1999 au nom de 
I'INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE. 

25 ' Les Inventeurs ont maintenant montre que les 

ameliorations du rendement bacterien et de la viabilite 
pendant le stockage etaient dues a 1' acquisition d'un 
metabolisme respiratoire par L. lactis lors de la culture 
sous aeration et en presence d'un compose porphyrique- 

30 Lors de 1' inoculation du produit k fermenter, les 
bacteries sont en outre capables de restaurer 
immediatement un metabolisme fermentaire, ce qui se 
traduit par 1' augmentation des performances de 
redemarrage. 

35 Le metabolisme respiratoire necessite la 

presence de l'6quipement enzymatique implique dans 
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differentes voies metaboliques, notamment le cycle des 
' acides tricarboxyliques (cycle de Krebs) , la synthese et 
1' utilisation d'heme, et la synthese de cytochromes. 

En utilisant des amorces derivees de 
5 I'alignement de sequences de genes connus comme impliques . . 
' dans la respiration chez d'autres bacteries, les 

InventGurs — ont rochorche la — pr e s e nce — de — genes — homologue s — 

Chez L. lactis. lis ont ainsi identifie. trois g^nes 
codant respect ivement . pour 1' aconitase . (enzyme 
10 intervenant dans le cycle de Krebs) , la f errochelatase 
(enzyme intervenant dans la biosynthese de I'heme en 
. catalysant la formation d'un complexe entre le fer et un 
compose porphyrique pirecur^seur cde I'.heme; le complexe 
ainsi. f orme^ pouvant ^tre . incorpore dans les cytochromes 
15 bacteriens) , et le cytochrome D. 

lis en outre montre. que ces genes etaient 
fonctionnels chez L. lactis. lis ont en effet constats 
que des bacteries dans lesquelles le gene de 1/ aconitase 
ou le gene du cytochrome D est inactive ne presentent 
20 plus de metabolisme respiratoire lorsqu'elles sont 
cultivees en aerobiose et en presence d'un compose 
. porphyriqiie contenant du fer. De meme, ils ont observe 
que 1' inactivation du gene codant la f errochelatase 
entrainait la perte des capacites de metabolisme • 
25 respiratoire de L. lactis dans le cas de cultures 
effectuees en presence d'un compose porphyrique ne 
contenant pas de fer, tel que la protoporphyrine, ■ mais 
pas dans le cas de cultures effectuees en presence d'un 
-compose porphyrique' contenant du fer, tel que I'heme. 
30 Ces observations confirment que 1' amelioration 

des performances des levains lactiques obtenue par les 
Inventeurs en preparant ces levains en aerobiose et en 
presence d'un compose porphyrique est liee ^ 1' apparition 
d'un metabolisme respiratoire dans ces conditions de 
35 culture. 
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La presents invention a pour but de fournir 
d'autres moyens de conferer un m^tabolisme respiratoire a 
des bacteries lactiques, ou de favoriser celui-ci, 
notamment afin d' ameliorer les performances des levains 
5 lactiques cle mahiere comparable a celle observee par les 
Inventeurs lors de 1' addition d'heme (ou d'autres 

n^/-.1^r-ni ripri vRftS dfii;s porphyrines ) . Conf ormement a la_ 

presente invention, ce but peut etre atteint en 
provoquant ou en favorisant 1 ' expression, chez une 

10 bacterie lactique, d' au moins une proteine participant a 
ce metabolisme, par exemple au. moins une proteine 
intervenant dans le cycle de Krebs, et/ou au moins une 
proteine intervenant dans la voie de biosynthese de 
I'heme, et/ou moins une proteine intervenant dans la voie 

15 de biosynthese des cytochromes. 

Avantageusement, ceci peut etre effectue en 
transferant chez une bact6rie lactique un ou plusieurs 
des g^nes de ces proteines, clones a partir d'une 
bact6rie aerobie. 

20 La presente invention a pour objet une 

bacterie lactique trans formee par au moins un gene 
het6rologue codant pour une. proteine intervenant dans le 
metabolisme respiratoire. 

Selon un mode de realisation pref6re de la 

25 presente invention, ledit gene est choisi parmi : 

- les genes codant pour des proteines du cycle 

de Krebs ; 

- les genes codant pour des proteines de la 
voie de biosynthese de I'heme ; 

30 - les genes codant pour des prot6ines de la 

voie de biosynthese des cytochromes. 

Selon un autre mode de realisation prefere de 

la presente invention, ladite bact§rie lactique est 

choisie parmi les bact6ries des genres LactococcvSr 
35 Streptococcus r Enterococcus^ Leuconostoc, Lactobacillus , 

Propionibacteria, ou Bifidobacteria. Des bact6ries 
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preferees sont celles des differentes especes du genre 
Lactococcus^ ainsi que des streptocoques de I'espece 
- Streptococcus theriaophilus . 

Pour une espece bacterienne donnee, le ou les . 
5 gene(.s) appropries pour conferer aux bacteries tout ou 
partie de 1' equipement enzymatique necessaire a 

1^ acquisition — d^un motabolismo — r es piratoiro — p e uv e nt etr e 

identifies par I'homme , du metiej: ^ partir de 
1' information sur les sequences des genomes bact6riens 

10 disponible sur les bases de donn^es, qui permet 
d' identifier les genes deja presents dans un 
microorganisme donne et les voies metaboliques auxquelles 
. peuvent participer ces genes. A defaut de la sequence 
genomique de I'espece bacterienne d'interet, la ou les 

15 \ sequence (s) d' une ou plusieurs especes voisine est (sont) 
utilisable (s ) pour determiner quels genes sont 
probablement presents. Par exemple, les sequences 
completes ^ou quasi completes du genome de plusieurs 
especes de streptocoques (Streptococcus pneumoniae, 

20 Streptococcus pyogenes, et partiellement Streptococcus 
mutans) sont actuellement disponibles, et revelent la 
presence de plusieurs des genes requis pour la 
respiration. Ces especes sont phylogertetiquement proches 
de bacteries lactiques couramment utilisees dans 

25 1' Industrie alimentaire telles que les streptocoques 
thermophiles, et sont egalement apparentees aux 
lactocoques. 

Ainsi/ la transformation de bacteries de 
I'espece Lactococcus ou Streptococcus par un ou plusieurs 

30 gene(s) codant pour une ou plusieurs proteine(s) de la 
voie de biosynthdse de I'heme peut permettre d'obtenir 
des bacteries possedant un metabolisme respifatoire sans 
qu'il soit necessaire d'ajouter de derives porphyriques 
au milieu de culture. 

35 Les genes souhaites peuvent etre obtenus a 

partir d'une bacterie aerobie stricte, ou d'une bacterie 
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aerobie facultative. lis peuvent ais§inent etre identifies 
a partir des genomes bact6riens disponibles sur les bases 
de donnees. Par exemple/ on peut utiliser des g6nes 
obtenus a partir de Bacillus subtilis, qui est une 
5 bacterie aerobie, et dont la sequence genomique complete 
a ete publiee. 

On pent ain.si npportftr a nne bacterid T antique 

la totalite des genes necessaires pour conferer un 
metabolisme respiratoire a cette bacterie. On peut 
10 egalement, si on le souhaite, n'apporter qu'une partie.de 
ces geneS/ par exemple afin d'etre en mesure de controler 
de differentes manieres les conditions dans lesquelles la 
bacterie sera capable de respirer. 

On peut ainsi construire, a titre d'exemples 
15 non-limitatif s : 

- une bacterie lactique possedant la totality 
des genes necessaires au metabolisme respiratoire ; la 
commutation entre un metabolisme fermentaire et un 
metabolisme respiratoire peut etre contr616e par 

20 modification de la teneur en oxygehe du milieu de 
culture ; 

- une bacterie lactique possedant la totality 
des genes codant les proteines du cycle de Krebs et la 
totalite des genes des cytochromes/ mais d6pourvue de 

25 tout ou partie des genes de la voie de biosynthfese de 
I'heme ; la commutation d'un metabolisme fermentaire un 
metabolisme respiratoire^ necessitera alors, outre 
1' aeration du milieu, 1' addition d'heme ou de I'un de ses 
precurseurs . 

30 Pour I'obtention d'une bacterie lactique 

transformee conforme a 1' invention, le ou les gene(s) 
souhaite{s) peuvent etre introduits separement, ou au 
moins une partie d' entre eux peut etre regroupee en un ou 
plusieurs operon(s). 

35 Par exemple, pour conf6rer a L. lactis une 

capacite totale ou partielle de biosynthfese de I'heme, on 
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peut transferer dans L. lactis I'un ou les deux operons 
de I'heme de B. suhtilis ou bien seulement certains des 
genes "presents sur ces operons. 

Pour obtenir des bacteries lactiques conformes 
5 a 1 ' invention on peut aussi favoriser 1' expression de 
genes intervenant dans le metabolisitie respiratoires 

naturcllem e nt — dej a . pr e s e nts — chez — lesdites — bacteries ■ — Gec i 

peut etre effectue par exemple en agissant sur la 
regulation en cis ou en trans de I'activite de ces genes. 

10 . Des bacteries lactiques conformes ^ 

1' invention peuvent §tre obtenues en mettant en ceuvre des 
techniques classiques de genie genetique, connues en 
elles-memes de I'hoinine de I'art. . Le ou les genes 
. souhaites peuvent §tre associ6s k des sequences 'de 

15 contrSle de la transcription et de la traduction 
fonctionnelles dans, la , bacterie lactique que I'on 
souhaite transformer. On peut; notainment, si on le 
souhaite/ placer un ou plusieurs des gfenes transf^res 
sous controle transcriptionnel d'un promoteur induct ible/ 

20 afin de . permettre de controler la commutation entre 
metabolisine fermentair.e et metabolisme respiratoire • 
^ Les constructions realisees sont placees dans 

un vecteur approprie pour les introduire dans la bacterie 
lactique ..concernee. ,:Des vecteurs utilisables pour. 

25 transformer des bacteries lactiques de differentes 
especes, et permettant soit de maintenir 1' information 
genetique introduite sous forme d'un replicon independant 
stable, soit de I'integrer* au chromosome bacterien, sont 
connus en eux-memes. Dans les cas oCi la quantite . 

30 d' information genetique ^ transferer necessite 
1' introduction de grands segments d'ADN on peut utiliser 
les techniques de fusion de protoplastes ou de 
conjugaison bacterienne. 

Le f onctionnement du metabolisme respiratoire 

35 chez la bacterie . transformee peut etre verif i6 en 
ef f ectuant la culture de ladite bacterie dans des 
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conditions permettant 1' induction d'un metabolisme 
respiratoire (c'est a dire sous aeration, et 
eventuelleraent, en conditions d' induction d'un ou 
plusieurs promoteurs inductibles contrdlant 

5 eventuellement 1' expression d'un ou plusieurs des gdnes 
transferes et/ou en presence d'heme ou de I'un de ses 

procursdur s — dans — — ca^ — oil — La — b a cter i e — t ransf ormee — oje. 

comprend pas la totalite des genes de la voie de 
biosynthese de I'heme, etc.)f et en mesurant les 

10 parametres suivants : i) le pH de la culture finale, ii) 
les produits consommes ou formes pendant la croissance 
(par exemple I'oxygene consomme, la production de 
fumarate ou celle de lactate, la quantite de carbone 
totale en fin de culture, qui permet notamment d'evaluer 

15 la production de CO2 pendant la respiration, etc.)/ iii) 
la population bacterienne en fin de croissance, iv) la 
survie pendant un stockage long, et v) les proprietes de 
re-acidification lorsque la souche transform6e est 
utilisee comme un demarreur de culture pour une 

20 fermentation. 

La presente invention a aussi pour objet 
1' utilisation d' une souche de bacterie lactique conforme 
^ 1' invention pour I'obtention d'un levain lactique. 

La pr6sente invention a egalement pour objet 

25 un precede de production de levain lactique, caracterise 
en ce qu'il comprend la culture d' au moins une souche de 
bacterie lactique conforme a 1* invention en conditions 
permettant 1' induction d'un metabolisme respiratoire chez 
ladite souche. 

30 Lesdites conditions d' induction du metabolisme 

respiratoire comprennent 1' aeration de la culture ; 
avantageusement, cette aeration est effectuee de mani^re 
a maintenir, pendant toute la duree de la culture, une 
teneur en oxygene egale a au moins 5 millimoles par litre 

35 de milieu de culture- 
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La recolte des bacteries peut ensuite etre 
effectuee par tous moyens connus en eux-memes ; on peut 
par exemple repartir la culture dans des conditionnements 
appropries et la. conserver sous cette forme jusqu'a 
5 utilisation ; generalement , on preferera toutefois 
separer les bacteries du milieu de culture et les 

concentrei: — par centrif ugation — cm — par — filtration. Les 

bacteries recoltees peuvent ensuite etre conditionnees en 
vue de leur conservation. 

10 La pr§sente invention englobe egalement les ^ 

levains lactiques comprehant au moins une souche de 
bacterie lactique transformee conforine a 1' invention. 

Ces levains peuvent egalement coraprendre une 
ou plusieurs autires souches bacteriennes, d'une m§me 

15 espece ou d'especes differentes. Plusieurs especes ou 
plusieurs souches differentes peuvent avoir ete cultivees 
simultanement , (dans le cas ou leurs conditions optimales 
de croissance sont compatibles), ou bien cultivees 
separement et reunies apres la recolte. 

20 Les levains lactiques conformes a 1 ' invention 

peuvent etre recoltes et conserves dans les memes 
conditions que les levains lactiques de I'art anterieur, 
et notamment que les levains lactiques qui font I'objet 
de la Demande PCT IB/99 014 30 ; ils possedent des 

25 proprietes de conservation et de redemarrage au moins 
comparables a celles de ces derniers. 

L' invention sera davantage :illustr6e a I'aide 
du complement de description qui va suivre, qui se reffere 
a des exemples non-limitatif s d'obtention de bacteries 

30 lactiques conformes ^ 1' invention. 

EXEMPLE 1 : OBTENTION D'UNE SOUCHE DE L. lACTIS EXPRIMANT 
liES GENES NECESSAIRES POUR PRODUXRE DU PROTOHEME IX 

Les genes hemA (NADP(H) :glutamyl-tRNA 
reductase, numero d'acces SWisS-PROT: P16618), hemL (GSA 

35 2,1-aminotransferase, numero d'acces SWISS-PROT : 
P30949) , hemB (Porphobilinogen synthase, numero d'acces 
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SWISS-PROT : P30950) , hemC (hydroxymethylbilane synthase, 
numero d'acc^s SWISS-PROT : P16616) , hemD 

(Uroporphyrinogene III synthase, numero d'acces SWISS- 
PROT : P21248), et hemE (Uroporphyrinogene decarboxylase, 
5 numero d'acces SWISS-PROT : P32395) , hemF 

(Coproporphyrinogene III oxydase, numero d'acces SWISS- 

PROT : P 54304), h emY (hemG) ( Protoporp hyrinoqene oxydase) 

(SWISS-PROT : P32397) et hemH {hemF) ( f errochelatase, 
numero d'acces SWISS-PROT : P32396) de Bacillus subtilis 

10 permettent la synthese du protoheme IX a partir du 
glutamyl-tRNA, 

Les genes hemACDBL contenus dans un seul 
operon chez B, subtilis sont amplifies par PGR a partir 
de la souche 168 [ANAGNOSTOPOULOS et SPITZIZEN, J. 

15 Bacteriol. 81, 741-746, (1961)] en utilisant des amorces 
permettant d'obtenir la sequence codante du g6ne avec le 
site de fixation des ribosomes et son terminateur : 
Amorce sens : 

5 ' -CTGCTGTTTTTGGTATTGTC-3 ' , . 
20 Amorce antisens : 

5 ' -GTATGAACTGGAGAAAATATG-3 ' . 

L' amplification [5 mn 96**C, (15 s, 96*^0, 15 s. 

50**C, 7 mn 72''C) 30 fois] est effectuee avec 5 unites de 

Vent Polymerase (New England Biolabs) en presence de 4 mM 
25 de MgS04. 

Un fragment de 6700 pb est obtenu. Ce fragment 
est ensuite clone sur le plasmide pBSKS+ (STRATAGENE) au 
site Smal dans la souche XLlBlue (STRATAGENE) sous 
controle du promoteur P23 [VAN DER VOSSEN et al., Appl . 

30 Environ. Microbiol., 53, 2452-2457, (1984)] prealablement 
clone dans ce plasmide. Le plasmide obtenu, denomm6 pBS- 
UROIII, est linearise par NotI et integr6 au site NotI du 
plasmide pILNewl3 [RENAULT et al.. Gene, 183, 175-182 
(1996)]. Le plasmide. resultant denomme pIL-UROIII est 

35 introduit dans la souche de L. lactis MG1363 [GASSON, J- 
Bacterid., 154, 1-9, (1983)]. La production 
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d'uroporphyrinogene III par cette souche est . determinee 

coitmie precedemment deer it par ANDERSON et IVANOVICS, [J. 

Gen. Microbiol., 49, 31-40, (1967)]. 

Les genes hemEHY contenus dans un seal operon 
5 Chez S. subtilis sont amplifies par PGR a partlr de la 

souche 168 en utilisant des amorces permettant d'obtenir. 
— sequence codanto du — gone avoc — le s ite — de — fixation d e s 

ribosomes et son terminateur :. 

amorce sens : , 
10 5' -TTGCCGTATGAAAGGTGGAAATC-3' , 

amorce antisens : 

5 ' -TCATAACCTGCTGTTCAATTCAATC-3 ' . 

L' amplification [5 mn 96*^0, (15 s. 96*^0, 15 s. 
50*'G, 4 mn 72**C) 3.0 fois] est effectu^e §vec 5 unites de 

15 Vent Polymerase ea presence de 4 mM de MgS04 . Un fragment 
de 3600 pb est obtenu. Ce fragment est ensuite clone sur 
le plasmide pBSKS+ au site Smal dans la souche XLlBlue 
sous controle du promoteur P23 prealablement clone dans 
ce* plasmide. Le plasmide obtenu, denomme pBS-PIX, est 

20 linearise par NotI, puis les extremites sont rendues 
f ranches par la Polymerase I- Ce fragment est ensuite 
integre au site unique Smal du plasmide pNZ2120 [PLATTEUW 
et al. Appl. Environ. Microbiol. 62:1008-13 (1996)]. Le 
plasmide resultant denomme pLac-PIX est introduit dans la 

25 souche de L. lactis MG1363 contenant le plasmide pIL- 
UROIII. La production de protoheme IX par cette souche 
est d6terminee comme decrit par, SHIBATA, [Methods of 
biochemical analysis,. D. Glick (Ed.), Interscience, New 
york,Vol. VII, 77-109, (1959)]. 



REVENDICATIONS 

1) Bacterie lactique transform6e par au moins 
un gene heterologue codant pour une proteine intervenant 
dans le metabolisme respiratoire . 

2) Bacterie lactique . selon la revendication 1, 
caracteris6e en ce que ledit gene est choisi parmi : 

- les g^nes codant pour des prot6ines du cycle 

de Krebs ; 

- les genes codant pour des proteines de la 
voie de biosynthese de I'heme ; 

- les genes codant pour des proteines de la 
voie de biosynthese des cytochromes. 

3) Bacterie lactique selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce qu'elle est 
choisie parmi les bacteries des genres LactococcuSr 
Lactobacillus ^ Leuconostoc^ Streptococcus r 
Proplonibacterium^ Bifidobacterium^, ou Enterococcus . 

4) Bacterie lactique selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu' il s'agit 
d'une souche de I'espece Lactococcus on Streptococcus 
transformee par au moins un gene codant pour une proteine 
de la voie de biosynthese de I'heme. 

5) Precede, de production d'un levain lactique, 
caracterise en ce qu'il comprend la culture d' au moins 
une souche de bacterie lactique selon une quelconque des 
revendications 1 a 4, en conditions permettant 
1' induction d'un metabolisme respiratoire chez ladite 
souche 

6) Levain lactique comprenant au moins une 
souche de bacterie lactique transformee selon une 
quelconque des revendications 1 a 3, 

7) Precede de preparation d'un produit 
fermente, caracterise en ce qu' il comprend 
1' ensemencement d'un milieu a fermenter a I'aide d'un 
levain lactique selon la revendication 6. 



14 



8) Utilisation d'un/levain lactique selon la 
ravendication 6 pour la preparation d'un, produit 
ferment^. 
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La recolte des bact6ries peut ensuite etre 
effectuee par tous moyens connus en eux-memes ; on peut par 
exemple repartir la culture dans des conditionnements 
appropries et la conserver sous cette forme jusqu'a 
utilisation ; generalement , on preferera toutefois separer 
les bacteries du milieu de culture et les concentrer par 
centrif ugation ou par filtration. Les bacteries recoltees 
peuvent ensuite etre conditionnees en vue de leur 
conservation • 

La presente invention englobe egalemeht les 
levains lactiques comprenant au moins une souche de 
bacterie lactique transformee conforme ^ 1' invention. 

Ces levains peuvent egalement comprendre une ou 
plusieurs autres souches bact6riennes, d'une meme esp6ce ou 
d'especes differentes. Plusieurs especes ou plusieurs 
souches differentes peuvent avoir ete cultiyees 
simultanement (dans le cas ou leurs conditions optimales de 
croissance sont compatibles) ^ oa bien cultivees separement 
et reunies apr^s la recolte. 

Les levains lactiques conformes ^ 1' invention 
peuvent etre recoltes et conserves dans les m§mes 
conditions que les levains lactiques de I'art ant6rieur, et 
notamment que les levains lactiques qui font I'objet de la 
Demande PCT IB/99 01430 ; ils possedent des proprietes de 
conservation et de redemarrage au moins comparables a 
celles de ces derniers. L' invention comprend egalement 
1' utilisation de ces levains lactiques pour la preparation 
de produits fermentes, et tout precede de preparation d'un 

a 



1' ensemencement d'un milieu 



levain lactique conforme 



produit f ermente comprenant 
fermenter a I'aide d'un 
1' invention. 

L' invention sera davantage illustr6e ci I'aide du 
complement de description qui va suivre, qui se refere a 
des exemples non-limitatif s d'obtention de bacteries 
lactiques conformes a 1* invention. 

EXEMPLE 1 : OBTENTION D'UNE SOUCHE DE L. LACTIS EXPRIMANT 
LES GENES NECESSAIRES POUR PRODUIRE DU PROTOHEME IX 

Les genes hemA (NADP(H) : glutamyl-tRNA 



genes 

reductase, numero d'acces SWISS-PROT: P16618), 
2, l~aminotransferase, numero d'accfes SWISS-PROT 
hemB (Porphobilinogen synthase, numero 



hemL (GSA 
: P30949), 
d' acc6s 



